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赤潮藻细胞计数方法比较研究 3
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　　摘 　要 : 目的 　建立简便、快捷、准确、可行的赤潮藻细胞计数方法。方法 　采用显微镜法、可见分光光度法、库
尔特法、流式细胞计数显微镜 ( FlowCAM)等方法对纯培养的东海原甲藻进行细胞计数。结果 　3 种细胞计数法与显
微镜计数相比较 ,均有较好的线性相关性。结论 　4 种细胞计数方法各有其优缺点 ,其中库尔特计数是相对简便、快
捷、准确、可行的细胞计数方法。
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Abstract : Objective 　To found simple ,exact and feasible cell count methods. Methods　Microscope ,visible spectropho2
tography ,FlowCAM ( Flow Cytometer and Microscope) and MultisizerTM3 Coulter counter were used to measure cell amount
of prorocent rum donghaiense. Results 　The insightful comparison on the interrelations of the above 3 mentioned cell count
methods was made with the method of microscope ,which revealed the sound linear interrelations between them. Conclusion 　
All the 4 mentioned cell count methods had its advantages and disadvantages ,among which ,the cell count method with Multi2
sizerTM3 Coulter counter was concise ,exact and reliable experimental approach.
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　　细胞计数是医学、环境科学和生物学等领域研究中的重
要环节〔1 ,2〕。为监测细胞生长状态 ,科研中常常以细胞数目
作为生长指标。因此细胞计数的数据对了解细胞的生长状
态、生物量测定甚至环境监测等都十分重要〔2～4〕。经典的细
胞计数方法是显微镜计数 ,但显微镜计数比较耗时费力 ,本文
结合实验室现有的设备条件 ,对库尔特计数法、流式细胞计数
显微镜 ( FlowCAM)计数法、可见分光度法计数法和流式细胞
计数等方法进行比较研究 ,用显微镜计数进行校正 ,以探索比
较简便、快捷、准确、可行的细胞计数方法。结果报告如下。
1 　材料和方法
111 　供试生物 　赤潮生物东海原甲藻 ( Prorocent rum dong2
haiense)用 f/ 2 培养基培养 ,在 6 000lx 光照度 ,14∶10 的光周
期和 22 ℃的温度下于培养室进行培养后用过滤海水以
10 % ,20 % ,30 % ,40 % ,50 % ,60 % ,70 %比例稀释 ,然后用于
细胞计数。同时培养亚历山大藻 ( A lexandrium tam arense) 和
盐生杜氏藻 ( Dunaliella salina) ,做为参比校正样品。
112 　仪器 　库尔特计数器为美国 Beckman 公司的 Multisiz2
erTM3 Coulter counter 产品 ,使用 100μm 的测定管 ,标准测定
范围为 114～42μm ;Zeiss Axioskop 多功能显微镜 ;722 紫外可
见分光光度计 ,Cary - 100 紫外可见分光光度计作全波段扫
描以确定分光测定藻细胞的最适波长 ;流式细胞计数显微镜
(Flow Cytometer and Microscope , FlowCAM) 为 Fluid Imaging
Technologies Inc1 产品。
113 　计数方法 　(1) 显微镜计数方法 :将藻液用漩涡混匀器
充分混匀后 ,加入 1 %的甲醛固定和鲁格氏试剂染色 ,然后将
藻液充分混匀 ,准确吸取不同浓度的藻液细胞 011 ml ,置于容
量为 011 ml、表面积为 20 mm ×20 mm 的计数框内 ,在 100 倍
显微镜下全部计数 ,计数 3 次取其平均值〔4 ,5〕。(2) 库尔特计
数 :取不同密度的藻液 100 ml ,使用 100μm 的测定管进行库
尔特计数测定。(3)流式细胞显微镜计数 :取充分混匀后不同
浓度的藻液 1 ml 用于计数 ,计数结果根据 Flow CAM 的照片
进行第 1 次校正 ,然后用亚历山大藻和盐生杜氏藻根据显微
镜计数结果进行第 2 次校正 ,得到校正系数后 ,求出待测藻液
的实际密度。(4)分光光度法 :将甲醛固定后充分混匀的藻液
用 722 型可见分光光度计在最佳吸收波长下直接测定其吸光
度 A 值 ,然后结合显微镜计数结果作出标准曲线 ,再对上述
样品进行测定。
2 　结果
211 　测定结果及线性相关性分析 (表 1) 　分别以显微镜计
数、库尔特、FlowCAM 计数和分光光度法计数等方法的结果
为自变量 ,对各密度梯度进行线性回归分析 ,其结果分别为 : y
= 86 893x - 1 34219 ,R2 = 01993 2 ;y = 96 728x + 555171 ,R2 =
01998 7 ;y = 74 739x + 3 88517 , R2 = 01995 3 ; y = 88 214x -
540711 ,R2 = 01963 3。结果可见 ,以库尔特计数线性关系最
好 ;以分光光度法、库尔特、FlowCAM 等计数结果为自变量 ,
对显微镜多次计数的标准结果进行线性回归分析 ,结果如下 :
(1)分光光度法计数结果值 ( X ) 与显微镜计数细胞密度值
( Y)间的线性关系为 :y = 01963 5x + 4 62518 , r = 01986 5 ; (2)
库尔计数密度值 ( X)与显微镜计数细胞密度值 ( Y) 间的线性
关系为 :y = 01897 7x - 1 81914 , r = 01993 3 ; (3) FlowCAM 计
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数细胞密度值 ( X)与显微镜计数细胞密度值 ( Y) 间的线性关
系为 :y = 11161 7x - 5 83016 , r = 01996 4。
3 个相关系数均大于 r0101 = 01914 ,相关性极显著 ,表明
几种方法计数结果有可比性。
表 1 　各种计数方法的测定结果比较(个/ ml)
稀释比
例 ( %)
显微镜计数
(密度值)
库尔特计数
(密度值)
FlowCAM
(计数密度值)
分光光度法
(计数密度值)
10 7 500 9 630 12 240 5 120
20 17 150 19 976 18 020 13 950
30 25 350 30 168 27 540 21 560
40 31 750 40 381 32 470 25 170
50 39 450 47 720 39 950 33 120
60 52 100 58 431 49 130 51 990
70 60 600 68 422 57 120 58 240
212 　不同密度藻细胞的不同计数结果比较 (图 1) 　图 1 可
见 ,几种测定方法在数量上有一定差异 ,其中分光测定、Flow2
CAM 与显微镜计数结果相对比较接近 ,而库尔特计数结果比
较偏高。
图 1 　4 种计数方法的比较
3 　计论
结果表明 ,3 种方法与显微镜计数这种基本测定方法相
比 ,均有较好的线性相关性和一致性 ,可用于藻细胞计数。其
中分光光度法和库尔特计数操作简单、耗时相对较短 ,测定 1
份样品只需 1 min ,测定结果重现性好 ,误差小 ,测定时可以不
破坏样品 ,特别适于连续测定 ,是比较简便、快捷、有效的测定
方法。但分光光度法计数细胞若采用叶绿素的最大吸收波
长 ,其测定容易受细胞生长和生理状态影响 ,而采用浊度比色
又受细胞生长后期细胞碎片和有机颗粒等非细胞因素影
响〔5 ,6〕。显微镜计数是基本方法 ,是确定其它计数方法有效
性的参考 ,但显微镜细胞计数法操作工作量很大 ,且重现性不
好 ,人为因素影响和误差较大。FlowCAM 计数法虽然准确 ,
号称“小流式细胞计数”,但操作比较繁琐 ,耗时长 ,而且数据
后期处理需经过两次校正。仪器计数要求细胞条件较高 ,最
好是处在指数生长阶段中的细胞 ,而人为计数 (如显微镜和
FlowCAM)却能分辩细胞生长后期的细胞碎片甚至死细胞。
库尔特计数是采用小孔电阻原理 ,测量颗粒的大小和数量 ,得
出各颗粒的大小 ,统计出粒度的分布 ,其重现分析功能可分析
到单个脉冲信号〔7〕,同时分析不同类型细胞相当方便 ;库尔特
计数的灵敏度较高 ,但线性范围较小〔7 ,8〕。因此当藻密度较
小时 ,采用库尔特法较好。当藻密度较大时 ,可采用可见分光
光度法〔6〕。库尔特计数一般会高于显微镜计数 ,因其会计数
一些非细胞形态的颗粒 ,但校正后准确度仍然较高。采用库
尔特对细胞进行计数 ,是相对简便、快捷和可靠的方法〔8〕。综
合分析表明 ,在显微镜计数以外的计数方法中 ,库尔特计数较
好 ,其次为分光光度计数和 FlowCAM 计数。经过比较 ,我们
倾向选择库尔特细胞计数法。
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